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従来 , 冠動脈硬化症 の 発症進展 と リ ボ蛋白と の 関係
に つ い て は血 中の βリ ボ 蛋白も しく は 低比重 リ ボ 蛋
白(lo w de n sitylipopr otein , L D L)が 冠動脈硬化 の
成因に 重要な役割を演 じて い る事 が多数 の 研究者に よ
っ て 強調さ れ て き た
1削
.
一 方 , M ille rらが 血欒の 高
比重リ ボ 蛋白 (high de n sitylipoprotein , HD L) コ
レ ス テ ロ ー ル と 体 コ レ ス テ ロ ー ル ー プ ー ル と の 問 に 負
の 相関が み ら れ , E D L が末梢 より 肝 へ の コ レ ス テ ロ
ー ル 輸送 に 関与 して い る可能性 を報告3】し て 以 来,
H D Lの 抗動脈硬化作用に つ い て 興味 あ る 報告 が相次
い で なさ れ た . しか し , HD Lの 生体内で の 代謝お よ
ぴ そ の 調節に つ い て は不明な 点が 多い .
H D Lの 合成に 関して は Rad ding ら が肝 ス ラ イ ス を
用 い て
14
c-1e u cin eの リ ボ蛋白 へ の 取り込 み を 報告 し
て い る が
4)
, 近年 , 肝海流法を利用 して H D Lの 合成 を
検討す る方法 が主と して 用 い ら れ て い る15 卜
1 9I
. し か
し , 肝 海流法 は対象とす る肝細胞の 不均 一 性 , す な わ
ち肝 実質細胞以外の ク ー パ ー 細胞等の 影響が問題と な
り 欄 , さ らに .数時間 しか そ の 特異的肝機能を維持し え
な い 難点が あ り , 約1 3.5時間と 長い 半減期 川 を も つ
H D Lの 主た る ア ポ蛋白で あ る Apo A ･I の 合成や 分解
の 機序 お よ びそ の 調節機構を解明する に は不充分と考
え られ た . そ こ で 著者は長時間 にわ た り観察可能 な実
験 モ デ ル と し て 成熟 ラ ッ ト肝細胞の 初代単層培養法 を
確立 し , こ の 培養肝
■
実質細胞 を用い て H D L3 特 に そ の
主 た る ア ポ 蛋白 Apo A ｣の 合成 に つ い て 検討 し た .
Synthesis of HDL3 (O r Apo A･Ⅰ) by r at
材料 お よ び方法
1. 肝 実 質細胞遊離法 お よ び 培 養 法 に つ い て
(Fig.1)
24時間絶食後の Spr agu e- Da wley 雄 ラ ッ ト (体重
250 ～ 300g) を ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル (Ne mbutal
S Odiu m, A bottLab.) 麻酔下に 開腹 し ,門脈 より0.05
% コ ラ ゲ ナ ー ゼ (Type Ⅲ,W o rthingto n Bioche m.
Co rp.)を含む Kr ebs･ He n s el it bica rbo n ate buffer
(K H B) で 肝 を潅涜す る Be r ry と Frie nd の 方法
12厄
準 じ た 中井 ら の 変法13Iに て 肝細胞遊離 を行 な っ た . こ
の K H B は あ ら か じ め 5% C O2/95 % 02 の 混合ガ スで
飽 和 し , 37
0
c pH 7.4 に 調 整 し , M illipo r efi 1te r
ls obt1 0 n and C山 山 r e of
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Fig. 1. Is olation a nd c ultu re of adult r atliv e r
pa r e n chym al c ells.
hepato cyte sin prim a ry m onolayer c ulture･
ShiroYa m ada, M. D. The Sec o nd Departm e nt ofInter n al Medicin e(Directo r; Prof･ R･
Takeda), Scho olof Medicin e, Ka n az a w aUniv e rsity.
ラ ッ ト培養肝細胞 に よ る H D L3 の 合成
(POr e Siz e :0 .22iL m, M illipo r eLtd.)で 滅菌濾過 し
たも の を使用 した .肝 海流約20 分後コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ
り軟化し た 肝 を ラ ッ ト 腹 腔内 よ り 摘出 し , 培 養 液
HI/WO5/B A2 0 0 0(Inte r n atio n al Scie ntificInd .) 中
で 細胞を遊離 し ､約90 メ ッ シ ュ の 絹 フ ィ ル タ ー に て 濾
過し た . 濾液 を約 400rpm 2分間遠心 , 洗浄を繰 り 返
し, 約40 ～ 70mエの 肝実質細胞の 浮遊液を作 る . こ の
浮遊液中の 細胞数は トリ バ ン プル ー で 染色 し , 非染色
細胞を血算盤 に て 計測する . 約2.5 ～ 3 × 1 06個 の 遊
離細胞を前 も っ て コ ラ ー ゲ ン (Type Ⅳ , Calfsk in.
Sigm aChem ･ Co ･) を コ ー テ ィ ン グ し た 培養 皿 (直
径 60m m, Falc o n Co .) を用 い て 14)2.5 mL の HI/
W O5/B A2 0 0 0中 , 37
O
c で 湿潤 し た5 %C O2/95 %air
の気相下に 培養 を開始する . 培養液 は培養4時間後 ,
次い で 20 時間後 , 以後2 4時間毎 に交換 し た . こ れ ら
の操作 はすべ て 無菌的条件下で 行な っ た , 以下の 実験
は主 に 2 4時間後 の 培養肝細胞 を用い 形態学的 ,生化学
的検討を行な っ た .
2. 培養肝実質細胞 の 形態学的, 生化学的特徴に つ
い て
1) 形態学的検査
培養2 4t 48, お よ び 72 時間後の 肝細胞 に つ い て 光
学顕微鏡に て 形態学的検討 を行な っ た . さ ら に 4 %
gluta r aldehyde, 1 % o s miu m tetr a o xide に て 固
定, Ka r n o v sky
'
s le ad hydr o xide 処理 した . 24
時間後の 培養肝細胞 の 微細構造を 日立 H U-11B電子顕
微鏡 に て 観察 した .
2) 培養肝細胞 に よる ブ ド ウ 糖合成
24時間培養後 の 単層 肝 細 胞 を 10m M la ctate
(1ithiu m s alt, Calbio che m, Co .). 1m M pyr u v ate
(Sigm aC he m. Co .) お よ び 2.6〟M glu c ago n(Lilly
Res. Lab.)を含む K H B中で 37
0
c, 5 % C O2/95 %air
の 気相下 に ロ ッ カ ー ｡ イ ン キ ュ ベ ー タ ー (Bellc o
Glas sIn c.)を使用 して 2 時間迄イ ン キ エ ペ ー 卜 し , メ
ジウ ム 中に 放 出さ れ た グル コ ー ス を he x okin a s eお よ
び glu c o s e-6- pho sphate dehydroge n a s e(Bo eh -
ringe rMa nheim Bio che m.) を用い た酵素法 に て 測
定し た-5). 一 方 ,対照 実験 と して グル カ ゴ ン の みと イ ン
キ ュ ベ ー トし た培養肝細胞 か ら グリ コ ー ゲ ン 分解の 結
果放出さ れ た ブ ド ウ 糖畳 を 測定 し, こ の 値 を差 し引い
て 真の 糖新生能 を算出 し た . 単 位 は Lo w ry ら の 方
法1 6厄 より 定量 し た 細胞蛋白 あ た り の グ ル コ ー ス
nM/m g c ellpr otein (/hr) と して 計 算し た .
3)de x a m etha s o n e(D X M)に よ る tyr o sin e am-
in otra n sfe r a s e(T A T) 活性の 誘導
培養2 4時間後 の 単層培養肝細胞を新鮮培養液 で 洗
759
浄後 , 濃度 10
. 5
M D X Mの 培養液 HI/W O5/B A,｡ ｡ 中
で 6 時間37
0
c,5% C O2/95 %air の 気相下 に 培養 し
細胞内の T AT 活性を Spe n c e rと Gelharte rら の 方
法-7トで 測定 し , D X M を含ま な い 培養液で培養し た対
照 の 肝細胞内の TA T活性と比較 し た . な お本酵素活
性 は 37
0
c. 1 分 間 に In m ole の p-hydr o xy-phe nyl
p yr u v ate の 生成 に要する酸素量を1mU と し , 細胞蛋
白 m g あ た り の 酵素量と して 算出した .
4) 非代謝性 ア ミ ノ 軌 a - amin ois obutyric a cid
(AIB) の 細胞膜輸送
培養24時間後の 肝細胞 に つ い て , α ･〔1 一 日c〕･ AIB
(Ne w Engla nd Nu cle a rCo rp .) を培養液中に加え ,
経 時的 に 24時間迄細胞内外の AIB濃度比 を測定 し ,
培養肝細胞膿 の ア ミ ノ酸輸送を Kletz enらの 方法欄 に
従 っ て 検討し た . ま た DX Mの ア ミ ノ 酸輸送 に及 ぼす
影響 を検討す る た め 10
~5M D XM を培養液中に 加 え 同
様 に AIB比 を測定 し対照 と比較し た . こ の AIB濃度比
(AIB distr bution ratio) を算出する ため の 細胞 内
W ate r Spa C eは非代謝性 ブ ド ウ 糖 , 3-0- m ethyl 14c･
glu c os e(Ne w Engla nd Nu cle a rCo rp.) を K H B中
に 加え 細胞内外 の m ethylglu c o se が平衡状態に 達 し




5) 培 養肝細胞に よ る ア ル ブ ミ ン 合成
24時間後 の 培養肝細胞 より培養液中に合成分泌 さ
れ る ア ル ブミ ン を2 4時間迄経時的に測定 した . また 蛋
白合成阻害剤 cyclohe ximide(Sigm aC he m. Co .)を
培養液中に 加え , 培養肝細胞の ア ル ブミ ン 合成に対す
る影響を検討 し た . ア ル ブミ ン の 測定に は La u r ellの
































F ig･ 2･ T he uptake of 14C, m ethylglu c o se by
adult rat hepato cyte s inc ultu refo r24 ho u rs.
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し た抗 ラ ッ ト ｡ ア ル ブミ ン抗体 は ラ ッ ト ｡ ア ル ブ ミ ン
(Fra ctio n V. fatty a cid fr e e, Sigm a C he m, Co .)
4m g を 等量 の Fre u nd's c o mplete adju v a nt(Difc o.
Lab. In c.)と ともに 家 兎腹腔内 に 1 週間毎 に 4 ～ 5 回
免疫する こ と に より得 られ た . しか し , こ の 抗体 は免
疫学的 に培養液の 組成 で あ る ウ シ ｡ ア ル ブ ミ ン と も反
応する ため に 予 めウ シ ･ ア ル ブ ミ ン (Pe nte xFra ctio n
V,fatty a cid fr ee, M ile sLab. In c.)と 混和遠心 す る
こ と に よ り 吸収除去し, ラ ッ ト ･ ア ル ブ ミ ン に 対す る特
異的抗体を作成 し た .
3. 培養肝 細胞 に よる H D L3 ま た は Apo A-Ⅰ の 合
成 に つ い て
1) ラ ッ ト血清 E D L3 分離法(Fig.3 )お よ び抗 ラ ッ
ト H D L3 抗休の 作成
24時間絶食後の Spragu e-Da wley ラ ッ ト (姓) の
腹部大動脈 より採血 し , 4
0
c にて 遠心分離し た血清 に
K Br を 加 え , 密度 d = 1 .110g/m⊥ に 調 整 し ,
105,000× g, 22時 間遠心 した . 遠 心後tube slic e rを
用い て 下層 を分取 し , こ の 分画に K Br を 加え , 密度 を
d = 1 .210 g/m⊥に 再調整 し . さ らに 105,00 × g 44
時間遠心 を 行 い , 上 層 す な わ ち 密度 1.110< d <
1.210gノ血エの 口DL3 分画を分離 した . こ の 分画申の ア
ル ブ ミ ン の 混在を 除く た め に 密 度 d = 1.210 g/mエの
NaCl･ K Br 液 に て 超遠心を繰 り返 した . 4
0
c 下 に 再
潜水, ま た は 3m M E D T A を含 む 0.154 M NaCl
(pH7.5)に 対 して 透析を 行 い , 分離し た ラ ッ ト ロD L3
を Fr e u nd
'
s c o mplete adju v a ntと 混和(l : 1 v/v)
し .過 1回 HDL3 の 蛋白量 と し て 2m g宛家兎腹腔内に
投与 し , 4週後 に 心穿別 に より 家兎 より 採血 し抗 ラ ッ
ト H D L3 家兎血清を得た .
2) 抗 ラ ッ ト H D L3血清 の 特異性 に つ い て
RA T P LASMA
d = 1 . 1 10g/ml
lOう,0 00x g
fo r 22 ho u r s
T OP FRA CT1 0N
d〈1. 110g/ml
BO TTO H F RACTI ON
d 竿 1 . 21 0g/nl
lO 5,0 0 Ⅹ g
fo r 44 bo u r 畠
TOP FR AC TIO N B OTT OM F RAC TIO N
l . 11 0くdく工 .21 0g/山 d〉1 .21 0g/ml
HD L
3
Fig. 3. Is olatio n of highdensitylipopr otein(H D L3)
by ultra c e ntrifugatio n.
得 ら れ た抗 ラ ッ ト H D L3 血清(Anti- rat H D L3)の特
異性 を確か め るた め ･ こ の 抗 H DL3 血清と ぅ ッ ト血清
よ り超遠心法 に て 分離し た超低比重 リ ボ 蛋白 (v ery
lo w de n sitylipoprotein V L D L, d < 1.006g/mL)
お よ び低比重 リボ 蛋白(LD L2,1 .019 < d < 1.050g/
mL) を 1 %aga ro s eを用 い て Ou chte rlo ny の 免疫拡
散法 に より 検討し た .
さ ら に , こ の 抗 ラ ッ ト H D L3 血清が H D L3 を構成す
る い ず れ の ア ポ蛋白に 対す る免疫学的特異性を有する
か を 検討 した . す な わ ち
, 超遠JL､故 に よ り得 られたラ
ッ ト H D L3 は Sc an uの 方法22Jに 従 い . エ タ ノ ー ル . エ
チ ル エ ー テ ル で 完全脱脂 し Apo H D L3 を 得 た . こ の
Apo H DL3 を Sephade x G･10 (P ha r m a cia Fine
C he m･In c･)の カ ラ ム ･ ク ロ マ ト グラ フ ィ ー (カラ ム サ
イ ズ : 2･5 × 90c m) に より . 8M u r e aを 含む0.01 M
Tris buffe r(pH8.0)で 溶 出 し , 各分 画 の 蛋白量を
280n m の 吸光度で 測定 した . 溶 出 パ タ ー ン は peak
I
, ‡お よ び Ⅲ の 3 峰を 形成し . 各 pe ak 相 当部分を
Ala upo vic ら の 方法23J24Jに従 っ て 8M u re aを 含 む7
% polya c ryla mide gel ele ctr opho r esi (P AGE)に
て 分離 し た (Fig.4). 泳動後 polya c ryla mide geIを
縦断 2分割 し , ア ガ ロ ー ス ･ ゲ ル に 埋め込 み t 抗ラ ッ
ト H D L3 血清と 免疫拡散法 に より 反応 さ せ , い ずれ の
ア ポ 蛋 白泳動帯 に 免疫沈降線が形成 さ れ る か 観察し
た .
3) ラ ッ ト 培養肝細胞 に よる H D L3 ま た は Apo A･
Ⅰ の 合成 に つ い て
培 養4時間後の 肝 細胞 を新鮮培養液 で 洗浄し , その
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Fig. 4. Gelfiltratio n of totally delipidiz ed ratH DL3
(Apo H D LJ on colu m n ofSephade x G,10 0. T he
in s e rt sho w s polya c ryla midegel ele ctr ophor etic
patte r n s of Apo H DI. 3 仕he left), pe ak I, I‡a nd
III.
ラ ッ ト培養肝細胞 に よ る HDL3 の 合成 761
い て 以下 の 検討を行 な っ た . 培 養液を 集め 200 × g
で 15分間遠心し . 死滅 した 細胞等を除去 し , 上 清 を
ultrafiltr atio n(Amic on P M lO, A mic o nCo .)で 約
10倍に 濃縮 した . こ の 濃縮培養液 を用い て 抗 H D L3 血
清との 免疫反応 を 1 %ア ガ ロ ー ス を用い た免疫拡散法
およ び免疫電気泳動故 にて 検討 し た .
また プ ー ル し た培養液 より HDL3 分画(1.110 < d
<1.210g/mり を前述の 超遠心法 に て 分離し , Sc a n u
の方法で 完全脱脂 し た Apo H D L3 を 8M u r e aを 用 い
る7 %P A G Eに て 分析 し た .
成 績
1. 培養細胞に つ いて
1) 培養肝細胞 の 形態学的特徴 に つ い て
培養24時間後の 肝細胞 は隣り合 っ た 細胞 が 互 い に
接し均 一 な単層を 形成 し (Fig.5), そ の 細胞間隙 に は
正常肝組織像の 如く微細胆管や デ ス モ ゾ ー ム 等が 電子
顕微鏡 で 明瞭 に観察 さ れ た . ま た細胞内の ミ ト コ ン ド
リ ア , ゴ ル ジ装置, 阻面 およ び滑面小胞体, さ ら に 細
胞核等細胞 の 微細 構 造 は よ く 維 持 さ れ て い た
(Fig.6 ). 電子顧徴鏡下 に 観察 さ れた ク ー パ ー 細胞 は
全細胞数 の 1 % 以下 で あ っ た . ま た 48, 72時間後の 培
養細胞の 形態も24時間後の 細胞 と比較 しう る 程 よ く
維持さ れ て い た .
2 )ブ ドウ 糖合成 に つ い て (Fig.7)
培養 24時間 の 肝 細胞 の グ ル カ ゴ ン 存在下 で の
10m M la ctate と 1m M p yr u v ate か ら の グ ル コ ー ス
放出は384n m ole s/m女 c ellpr otein/hr で あ っ た . し
かし , こ の 培養条件下 で の 培養細胞 は飢餓状態と は考
え難く , メ ジ ウ ム 中に 放出さ れ た グル コ ー ス の 一 部 は
グリ コ ー ゲ ン 分解に よ る もの を含 むと 考え ら れ る . こ
の 影響を除く た め グ ル カ ゴ ン と の みイ ン キ エ ペ ー 卜 し
Fig. 5. Light mic r o s c oplC photogr aph of adult r at
hepato cyte s in prim a ry m o n olayer c ultu re2 4
ho urs po stin o c ulatio n(× 200).
た肝 細胞よ り放出さ れ た グル コ ー ス量を測定 し , 全 グ
ル コ ー ス 量 よ り差引 き真の 糖新生能 を算出した . こ れ
よ り 24時間培養肝細胞 の pyr u v ate. 1a ctate か ら グ
ル コ ー ス 新生 能は 179.5 n moles/m g c ellprotein /hr
で あ っ た . しか し , 培養 48時間後 の 肝細胞 で は 糖新
Fig. 6. Ele ctr o n mic r ogr aph of c ultu r ed r at hepa-



















































日o u r s
Day2
三
Ho u r s
Fig. 7. Glu c o n e oge n e si by r atliv e rpa r e n chym al
C e11s in c ultu r efo r24a nd 48 ho ur s. Cultu r ed
hepato cyte s w er ein c ubated in Krebs He n seleit
bic a rl) On ate buffe r(pH 7.4) c o ntaining 2. 6FLM
glu c ago n with (◎ - ◎) o r witho ut l OrnM
la ctate a nd lm M pyru vate (○ - ･ M - 0).
762
生 は殆 ど認め ら れ なか っ た .
3) D X Mに よ る T AT 誘導に つ い て (Fig･8)
培養24時間後 の 肝細胞 (培 養第 1 日) を 灯
5
M
D X M を加え た培養液中で , さ ら に6 時間培養を 続 け
た 後 細胞 内 の T A T活性 を測定 し た ･ D X Mに よ る
T A T誘導 は 43.8m U/mg c e11pr otein で あ り , 対照
に 比し て 約 4倍の 酵素活性が認め ら れ た . こ の TA T
誘導の レ ベ ル は培養2 日日(培養 48時間後)の 細胞に
お い て も維持さ れて い たが , 第3 日目の 培養細胞で は
第1, 2 日目の T AT 誘導 レ ベ ル の 約30% に ま で 低下
した . し か し , こ の D X Mに よ る 誘導 の 現象 は培養第6
日目の 肝細胞 にお い て も観察さ れ た .
4) 川C･AIBの 細胞膜輸送 に つ い て
培養肝細胞の 細胞膜機能 を ア ミ ノ 酸の 能動輸送 を指
棲と し て 検討し た . 培養24時間後 の 肝細胞を用 い た非
代謝性 ア ミ ノ 酸 AIBの 細胞内 へ の 取 り込 み ･ お よび そ
の ア ミ ノ 酸輸送 に 及ぼ す D X Mの 影響 に つ い て 換索 し
た . 培 養 時間 の 経過 と と も に AIB比(Al B distrト
butio n ratio) の 上昇 , すな わ ち細胞内へ の A IBの 取
り込み の 増加が 観察 され た (Fig.9). D X Mの AIB輸
送 に 対する影響 は培養初期3 時間程度で は殆 ど認め ら
れ ず . 対照と の 間に 差が なか っ たが 培養時間の 経過 に




























Fig. 8. Indu ctio n of tyr o sin e aminotr a n sfe r a s e
activity by de x a methas o n ein cultu
red r at
hepato cyte s24, 48 a nd 7 2 ho u rspostin o c ul
-
atio n. Hepato cyte s w er e c ultu r ed with
(○ - ○) or witho ut lOさM de x am etha s o n e
(○ 抑 ○).
つ れ AIB は対鼎 に 比 べ て 増加 し , 24時 間後 に は 11.5
と 対照 の 約 20% の 増加を み た .
5) ア ル ブ ミ ン 合成 に つ い て
培 養2 4時間後 の 細胞の ア ル ブ ミ ン 合成 に つ い て メ
ジ ウ ム 中 へ 細胞 か ら合成分泌さ れ た ア ル ブ ミ ン 量を
La u rellの 定量 的免疫電気泳動法 に て 定 量 し 検討し
た . Fig.10 は ラ ッ ト ｡ ア ル ブ ミ ン (Fr a ctio n V. fatty
a cid fr e e
,
Sigm aC he m. Co ,)の 榛準液と抗 ラ ッ ト ｡
ア ル ブ ミ ン 抗体と の 定量的免疫電気泳動 に よ る 沈降
線 . い わ ゆ る
"
ロ ケ ッ ト
"
の 高さ と ア ル ブ ミ ン 濃 度と
の 関係 を示 し た もの で 両者の 間に は有意 の 直線関係が
認 め ら れ た (r = 0.999).
培養肝細胞 の ア ル ブ ミ ン 合成は Fig.11の 如 く 時間
と と も に 直線 的 に 増加 し . そ の ア ル ブ ミ ン 合成は
1.56FLg/m gc e‖ pr otein/hr で あ っ た . 一 方 , 培養液
中 に CyClohe ximide を加え た実験 で は培養肝細胞 に
よ る ア ル ブ ミ ン 合成 は完全 に阻害さ れ た (Fig.11).
2. 培養肝 細胞に よ る B D L3 また は Apo A-Ⅰ の合
成
1) 抗 ラ ッ ト HD L3 血清の 特異性
ラ ッ ト 血清か ら超遠心故 に よ り分離 し た H D L3 を家
兎に 免疫 して 得 られ た 抗 ラ ッ ト H D L3 血清と , 超嵐L､
故 に よ り 分維し た ラ ッ ト ･ リ ボ蛋白分画 V L D L(d <
1,00 6g/mL), L D L2(1.019 < d < 1.050g/nL) との 間


































Fig. 9. T he c ultu r ed hepsto cyte s w er ein c ubat
ed
in the m edia c o ntaining
1 4C･ α ･ amin ois obutyrlC
a cid(A IB) with (O m O) o r witho ut lO5 M






























5 10 15 2 0 25
Albu min 山g/mり
Fig.1 0. Lin e a r relatio n ship betw e e n r o cket height
(m m) and albu min con centratio n(FLg/ml). Ty pic al
r o ckets a r eillu str ated.
24
Fig.11. Tim e c o ur s e of aIbu min synthe sis by
C ultu red r at hepato cyte s24 ho ur spostin o c ulatio n
((〕-¶(〕). Albu min synthe sis w a s c o mpletely
blo cked by cyclohe ximide (0
･ - ･ " ･
Ll).
て の み明瞭 な免疫沈降線を形成す る こ と が 免疫電気泳
動法で 確認 さ れ た (Fig.12). ま た , こ の 抗 H D L3 血清
はラ ッ ト ｡ ア ル ブ ミ ン や培養液組成で あ る ウ シ ｡ ア ル
ブ ミ ン と の 間 に も 免疫反応を示さ なか っ た .
さ らに , ラ ッ ト Apo HDL3 を Sephade xG -100カ ラ
ム ● ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 し て 得 ら れ た
pe ak IIの P A G Eで は 明瞭 な Apo A･Ⅰ 帯 が , ま た
Pe akⅢ に は Apo A- Ⅲ , Apo C と推定さ れ る 各泳
動帯が確認 さ れ た . ま た pe ak Iに は Apo E お よ び
3
Anti Rat HD L3
Rat H D L3
り Rat V L D L
2,5 L D L
2 叩 H D L3
Anti Rat H D L3
Fig. 12. Anti-rat HD L3 r e a Cted with H D L3, a nd
didn ot r e a ct with V L D La nd L D L2by im m tl-
n odiffu sio n (top) a nd im m u n o ele ctr ophoresis
(botto m).
Apo A-Ⅰの ポ リ マ ー と 推定さ れ る泳動帯 が P A GE に
て 観察 され た . こ の PeakI, Ⅱお よびEIの PA G Eゲ ル
を 縦断2分割 し , ア ガ ロ ー ス ･ ゲ ル に 埋 め 込 み 抗
H D L3 血清を 用い た免疫拡散法 に よ り 検討 を加 え た
が , Apo A -Ⅰ幕 に の み 一 致し た免疫沈降線が形成 さ
れ他の ア ポ 羞白帯と は 免疫反応 が認 め ら れ な か っ た
(Fig,13 ),
こ れ ら の 結果 より . 用 い た 抗 ラ ッ ト H D L3 血清 はす
く なく と も Apo B, Apo C, Apo A･ IIと は 免疫反応
を示さ ず . Apo んⅠ に 対 す る 特異 的抗血 清 と考 え
た .
2) 培養肝 細胞 の H D L3 ま た は Apo A-I の 合成 に
つ い て
ラ ッ ト肝細胞 を 20時間培養 し . そ の 培養液を的10
倍に 濃縮し , 抗 H D L3 血清 を用 い て 免疫学的検討を行
な っ た . 濃縮培養液と抗 H D L3 血清との 問に は明瞭 な
免疫沈降線が確認 さ れ た (F ig.14) が , 免疫電気泳動
法で の 沈降線の 移動度 は対照 の ラ ッ ト HD L3 と の 間 に
み ら れ る沈 降線 の 移動度と は若干異な る(Fig.14). こ
の 免疫沈 降線は 肝細胞 に よ り合成さ れ た ラ ッ ト ｡ ア ル
ブ ミ ン や , 培養液中の ウ シ ｡ ア ル ブ ミ ン と の 免疫反応
と は 明らか に 異 な り , ま た使用 し た抗ラ ッ ト HD L3 血
清の 特異性 より 考え て 培養肝細胞 に よ り合成分泌 さ れ
た Apo A-Ⅰと の 免疫沈降線と考 え られ た .
培養肝 細胞の 20時間培養液を プ ー ル し , 超遠心法 に
よ り 分離し た H D L3 分画(l.110く d く 1.210g/mL)
を完全脱脂 して 得 た Apo H D L3 の P A G E を対照 の ラ









Fig. 13. Do uble im m u n odiffu sio n a n alys e s of pe ak
Il fr o mSephade x G-10 0c olu m n chro matogr aphy
Of Apo H D L3, With anti-r at H D L3.
RatHD L3
c｡ n C. Cultu r e恥 diumくl)
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2,5 Rat H DL3
2 3.6 Co n c. m ltu reMediu m(t)
Antirat H P L3
Fig,1 4. Im m u n o el ctr opho r e si a nd do uble im m u
･
n odiffu sio n of c o n c e ntr ated c ultu r e m edia with
a nti r at H DL計 T he cultu r e m edia in which r at
hepato cyte s w e r e c ultu r ed fo r 20 ho u r s we re
C O n C e ntr ated by ultr afiltr atio n.
ッ ト血清 Apo H D L3 の 各 ア ポ 蛋白 の 移動度 に 一 致 し
た泳動帯(主と し て Apo A ･Ⅰ お よ び Apo C)が培養液
よ り 分離 し た Apo H D L3 の P AGE で 観 察 さ れ た
(Fig.15).
考 察
1. 成熟 ラ ッ ト肝細胞の初代単層培養法
風｡ eu陀, 帆 姐 ㈹
軸 0摘むL3
臥 陀a巨執刀 矧乱3
Fig. 15. Se v e npe r c e nt polya c ryla mide gelele ctro･
pho r e si of totally delipidiz ed H D L3(Apo H DL｡)
obtain ed fr o m c ult r e m edia (A) a nd r at s e rum
(B). Apo A -I ba nd is indic ated by a n a rr o w.
1 ) 肝細胞培養法に つ い て
は じ め に 触れ た 如く . 肝臓 を用 い た 代謝実験 に は従
来 , 肝 海流法
5卜 叩 引26I
. 肝 ス ラ イ ス汝 岬 Iま た は遊離肝細
胞法1 2=3 珊2g等 が広く 利用さ れ , ま た リ ボ蛋白代謝の研
究法 と し て , 近年 t 肝 海流法を用 い た実験成績が報告
さ れ て い る
5卜91
. しか し , 肝 海流法 や肝 ス ライ ス法で は
リ ボ 蛋白代謝 の 研究上肝細胞の 不均 一 性 , 特 に網内系
細胞で あ る ク ー ノヾ - 細胞 の 影響が 無視で きず , その 特
異的肝機能が数時間しか 維持 しえ ない 難点と あわせリ
ボ 蛋白代謝 を検討す る に は不適当 な実験系と考え られ
る . ま た遊離肝細胞法で は均 一 な細胞群を使用し同 一
の 条件下 の 代謝状 態 を 比較 し う る が . 1
4
c - m ethyl
glu c o s eの 取 り込 み の 成績か ら . 培養肝 細胞と は細胞
膜透過性 が明らか に 異 な る事実が報告 さ れ . 細胞の遊
離過 程に お け る細胞膜障害が示唆さ れ て い る
一別
. こ の
膜障 害の 影響 を除く た め に メ ジ ウ ム 申に ア ル ブ ミ ン 等
の 添加が 試み ら れ て い る が
13l
, こ の 遊 離肝細胞法は特
に 3 時間以上の 長時間の 実験 に は 不適当 と考 え ら れ
た .
培養肝 細胞 を各種代謝実験 に 利用 し よう と する試み
は 1932年 Gey に よ る 回転 培養法 の 報告 に は じま
る
30)
. し か し , 従 来 主 と して . Cha ng の と 卜肝 細胞
株紺 , 肝癌細胞株 を用 い た実験成績 の 報告が多い
32】
. し
か し , こ れ ら は必 ず し も正常 な肝 細胞 と比 較し得る代
謝状態を維持し て い る と は考え 難く . 正常 な成熟肝細
胞の 特異的機能を す べ て 保持 して い る 肝細胞培養株の
樹立 は現在 まで な さ れ て い る . こ の た め . 長時間の 成
熟肝細胞 の 研究 に は 初代培養肝細胞が主 に 利用さ れて
い る . し か し . 初代培養法で あ っ て も , ラ ッ ト胎児肝
ラ ッ ト培養肝細胞に よ る 毘D L3 の 合成 765
を使用す る 場合 glu c o s e6･Pho sphate dehydr oge-
n as e活 性
33,や胎児 性 a -fetopr otein の 合成34,等の 如く,
成熟 ラ ッ ト肝 細胞と は明 らか に 異 なる代謝系が報告さ
れて い る . 次に ,Je eje ebohyら は浮遊肝細胞培養法 を用
い , 成熟 ラ ッ ト肝 細胞 に 対す る ホ ル モ ン の 影響 を報告
して い る
35切i , 大量 の 細胞を 同時に 培養維持する方法
と して の 長所 はあ るが , 本来 , 肝細胞 は血球細胞 と は
異なり細胞間相互 の 依存性 は つ よ く
3引
t 肝 細胞が浮遊
液中に 存在す る こ と は非生理的状態と考え られ る . こ
れ は 培 養時間 の 経 過 と と も に , 肝 細 胞 廉 か ら の
Ps e udopodia 形成の 現象
3 7Jか ら も 示唆さ れる .
以上より , 成熟 ラ ッ ト肝細胞の 初代単層培養法は こ
れまで 述 べ て き た各実験法の 欠点を補 な い う る 利点 を
具えて い る と考え られ る .
2) 肝 細胞遊離法に つ い て
肝実質細胞 の 遊離 に は従来, コ ラ ゲ ナ ー ゼ , ヒ ア ル
ロ ユ ダ ー ゼや ト リ プ シ ン 等の 酵素を 含む海流液 に よる
肝海流法が基本的 に 用 い ら れ て い る が , そ の 海流条件
は細胞の 形態や機能に 著 しく影響す る た め , こ れ らの
基本的条件の 検討 は極め て 重要と考え ら れ る . 著者 は ,
基本的に はBe rry と Frie nd の 方法12Jに 準L: て行 な っ
たが コ ラ ゲ ナ ー ゼ の みを 用い て ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼを 使
用しな い 中井ら の 改良法
13協 使用 した . 本法 で は体重
250 ～ 300g の Spr agu eDawley の 成熟 ラ ッ ト 肝 よ
り. 平均 8 ～ 10 × 108 個 の 肝実質細胞を常時得る事が
可能で あ る . 遊離後 の 肝 細胞の 生存率 は 0.2 % try pa n
blu eに よ る非染色率 も 95～ 98 % と良好 な結 果が え
られ た. 電子顕微鏡 に よ る観察に て も細胞膜お よ び細
胞の 微細構造が よ く保持さ れて い た . ま た , 1a ctate,
p yr u v ate か らの 臆断生 も認 めら れ , ク ー パ p 細胞 の
混入も1 % 以下で あ り , 本法 はき わ め て 満足す べ き肝
実質細胞遊離法と考え ら れ た .
3) 肝細胞培養条件 に つ い て
成熟 ラ ッ ト肝 細胞の 初代単層培養で は , 現在ま で 多
く の研 究者に より 種々 の 培養液 に つ い て 検討が なさ れ
てき た
38卜42l
. 培養細胞 を維持 して い く た め に . ま た培
養細胞 の 培養皿底 へ の 付着率 (platin g effic e n cy :
P E) を増加さ せ る ため に , ウ シ胎 児血清等が培養液 に
添加さ れて い る . しか し培養液中 に 加え ら れ た血清の
細胞の 代謝 へ の 影響 は不明で t 特 に 本研究の 目的と す
るリ ボ蛋白代謝を検討す るに は加え ら れ た 血清中の リ
ボ蛋白の 影響は無視 しえ ない と考え ら れ た . こ の た め
Bon n ey ら に よ り 伺 い ら れ て い る 無 血 清培 養 液
H レW O5/B A2 0 8 0
3 8抑 を第 1選択 と し 淵 :細胞 の 初代培
養に使用 され て い る Leibo vitz-154 4l, お よ び Ha m F･
124引 培養液 と比較検討 し た . た だ , 培養初期2 4時間の
み Leibo vitz 1 5, Ha m F･12 に 10 % ウ シ 胎 児血清
(Inte r n atio nl Scie ntinclnd.)を 加え.以 後 無血清状態
とす る Lin と Sn odgra s sの 方法 刷 に 従い , 遊 離 肝 細
胞 を培養し た . 37
Q
c. 5 %C O2/95% airの 気相下 に 肝
細胞を培養し たが . Leibo vitz･1 5 は無 bicarbo n ate
buffe rで 緩衝力 が弱 い た め t 28m M H E P E S(N-2- Hy-
dr o xyethyl pipe r a zin e- N-2･Ethene sulfo nic a cid.
Sigm a C hem . Co .)を加え た . ま た . い ずれ の 培 養液
に も 抗生物 質 と し て Ge nta micin (50FLg/mL, Sche.
ring Co rp.)を加 え . 24時間後 の 培養肝細胞 を光学
顕微鏡を用 い て 形態学的検討を行な っ た . Ha m F･12
中で は不明瞭な構造の 培養細胞集塊 が多数観察さ れ t
肝細胞の 単層形成 が悪く . 極め て 低 い P E が観察さ れ
た . こ れ に 対し て t Leibo vitz･15, Hl/W O5/B A2 0 0
で は細胞構造 の 比較的明瞭な多角形細胞の 単層が形成
さオ1 , 特 に H レW O5/B A200 8 の 培養肝細胞は多数 の 2
核細胞の 存在 が観察さ れ た が , そ の 高い P E. 均 一 な細
胞群 , 細胞の 微細構造が よく維持さ れ て い る 等. ま た
代謝性 ア ミ ノ 酸 AIBの 膜透過性 , さ らに ア ル ブミ ン の
合成等に つ い て の 成績か らも HI/W O岳/B A2 0 0 Oの 培 養
液と し て の 優位性が確認さ れ , 本実験で は以降培養液
と し て HI/W O5/B A2 0 0 0を使用し た .
H I/WO5/B A2 0 0 0は , 1972年 Mo r ris o nとJe nkin
が m o u s eL c ellの 培 養 の た め に Waym o uth M B
752/1 を基本と して . オ レ イ ン 酸 (5m g/L)お よ び ウ
シ ｡ ア ル ブ ミ ン(2000m g/L)を加え 改良し た もの で あ
る
細
. こ の 培養液 の 特徴と し て , 高濃 度 グ ル コ ー ス
( 5000m g/L)を含 ん で い る が . こ の 高波度 グル コ ー ス
は培 養肝 細胞 の グリ コ ー ゲ ン 分解を 抑制 し , そ の 結果 ,
細胞 の autophago cyto sis を 防止 し 細胞 の 微細構造
を よ く維持す る作用 があ る と考 え られ て い る4 6I.
P E を増加さ せ る た め に , Bis s ell ら はラ ッ ト肝 を予
め 部分切除 し , そ の 後 の 再生肝 を用 い て い る . しか し ,
こ の 方法で は ア ル ブ ミ ン 合成の 低下 や, D N A合成 の
変化が あり . こ れ は 再生肝 細胞 が正常代謝状態に あ る
と は考え難 い 事を 示唆して い る3 9). そ の た め著者 は ,
Lin と Sn odgr a ssの 方法
1 41に 準じて ウ シ ｡ コ ラ ー ゲ
ン(Calfskin c ollagen) をコ
ー テ ィ ン グし た プ ラ ス チ
ッ ク 培養皿 を使用 した と こ ろ , コ ラ ゲ ン 処理 し な い 場
合 の 1.5 ～ 2倍の P Eの 増加が 認 め ら れ た .
培養細胞 と培養液量 の 関係 に つ い て は . 培養液 の 深
さが 増す に つ れ , 培養時間の 経過と と も に , 培養細胞
数は幾何級数的 に 減少 した . こ れ は培養液の 探さ が 増
す に つ れ , 空気 と培養液と の 間の 02 ｡ C O2 の 交 換 お
よび拡散が不充分と なり , 細胞呼吸の 障害が お こ る た
めと 考え られ た . 37
O
c
, 湿潤し た 5 %CO2/95 %air
766
の 気 相下 で は . 直径 60m m の 培 養 皿 を 用い , 2.5 ～
3.0 × 10$ 偶の 肝 細胞を 2.5 m且の HI/W O5/B A2 0 0 0中
で 培 養する姦件 が至適と考え られ た . 当初 , 培養24時
間毎に 培養液を交換 して い た が , 培養細胞が培養皿 に
付着 す る 4時間後に新鮮な培養液と交換す る こ と に よ
り . さ ら に 良好な 培養肝細胞を得る こ とが で き た .
3) 培養肝細胞の 代謝機能 に つ い て
グル コ ー ス 合 成能 , ス テ ロ イ ド に よ る 肝 細胞 の
T A T誘導 . ア ル ブ ミ ン 合成等 は特異的肝機能と し て
広く認 め ら れて い る . D X Mに よ る T A T誘導 は第 1,
2 日目 の 培養肝細胞で よく 維持さ れ t 少な く とも培養
24～ 48時間の 肝細胞 で は生体 にお け る と 同様 の 酵素
誘導が み と め られ た . ま た . 細胞膜の ア ミ ノ 酸輸送 に
つ い て は, ア ラ ニ ン と 同様 A syste m に よ る
47)と考 え
ら れて い る非代謝性 ア ミ ノ 酸 , AIBの 細胞内 へ の 取 り
込 み に 対する ス テ ロ イ ドの 影響 に つ い て の 成績 か ら ,
ス テ ロ イ ドに よ り促進さ れ る 欄 . また は不変で 岬 あ る
と 一 致 した 見解が得 られ て い な い . こ の 不 一 致 の 理由
は , AIBの 取 り込 みが 2 ～ 3 時間程度しか 検討 さ れ て
い な か っ たた め と考 え られ , 著者の 長時間の 実験 に よ
る培養肝細胞で は , DX Mに より AI Bの細胞内取 り 込
み は冗進する と考え られ た . 従来 の 報隻に 比し て 細胞
内 へ の AI B取 り込み が低 い が . 細胞 を長時間維持す る
た め に 用い た培養液中の 他 の ア ミ ノ 酸 の 影響等 , 実験
的条件 の 差に よ るもの と考え られ た .
24時間培養肝細胞 によ り , ア ル ブミ ン の 合成お よ び
メ ジ ウ ム 申 へ の 分泌が 観察さ れ た が t こ の ア ル ブ ミ ン
は細胞内に 貯漉 さ れ て い た ア ル ブ ミ ン が細胞の 培養過
程 に お い て 生 じた細胞の 変性な い し 細胞膜障害 に より
培養液中に漏出し た可能性も考え られ た . しか し .
CyClohe xi mi de を培養液中 に加え た 際に , 培養液中の
ア ル ブ ミ ン増加が 完全 に 阻止さ れ た 事実よ り . 培養液
中 の ア ル ブミ ン は明らか に 培養肝細胞に よ り新 しく 合
成 ･ 分泌 さ れ たもの と考え られ た .
以上を ま と める と , 無血清培養液 HI/W O5/B A20 00
中で , 24時間培養し た成熟 ラ ッ ト 肝 細胞 は 形態学的
に も. グル コ ー ス 合成. ス テ ロ イ ド に よる T A T誘導 ,
ア ル ブ ミ ン 合成等 , 特異的肝機能を よく維持 して い る.
特 に , 培養24～ 48時間まで の 肝細胞は , ア ミ ノ 酸の
輸送 の 面か ら も , 本来の 細胞膜機能 をよ く維持 し て い
る事が 確認さ れ た .
2
. 高比重リ ボ蛋白 (H D L3) の 合成
1) H D Lの 抗動脈硬化作用 に つ い て
近年 , リボ 蛋白と冠動脈硬化症 と の 関連を研究する
上 の 新 し い 考え方 と して , H D Lの 抗動脈硬化作用 の
可能性が M ille rら に よ っ て 示唆3)さ れ , こ れ を 支持す




Tr om s¢ study5 H等 の 疫学調 査で も H DL.
コ レ ス テ ロ ー ル と 冠動脈硬化症の 発生頻度と の 問に負
の 相関が報告さ れ て い る52I. 一 方 , 血中 H D Lの 高い家
族性高 α リ ボ 蛋白血症 で は冠動脈硬化症 が少 なく , 平
均余命が長 い との 報告や5 叩刷, さ ら に , 大動脈平滑偏頗
胞 や5引 ヒ ト培養線維芽細胞 を 剛 ､ た実験で は. 細胞の
L D Lの 取 り込 みが HD Lに よ り阻害 さ れ る と す る事
実 や
5引
,大動脈壁 より コ レ ス テ ロ ー ル の HDL へ の移行
が H D Lの 濃度 の 上昇 に つ れ 冗遷す る5刀等 , 臨床的, お
よ び , 実験的成績か ら も H D Lの 抗動脈硬化作用 が示
唆さ れ て い る . しか し , H D Lの 抗 動脈硬化作用の機
序 や H D Lの 代謝調節 に つ い て は 未 だ 不明 の 点 が多
く , 協同研究者 の 中井 は以 前よ り H D Lの 主 た る ア ポ
蛋白 , Apo A･Ⅰが 肝 で 異 化さ れ , その 過程に 細胞内の
ラ イ ソ ゾ ー ム が 重要 な役割を演 じて い る事をすで に報
告 し て き た13158 囲
今 臥 H D Lの 合成面 , 樽 に Apo A-I に 注目し 無血
清培養液を使用 し た培養 ラ ッ ト肝 細胞法 を確立し , そ
の 合成 に 関 して 検討 を試 み た .
2) H D L お よぴ ァ ポ 蛋白 に つ い て
高比重 リ ボ蛋白 (H D L) と は , 動物 ま た は ヒ トの 血
清 ま た は血祭か ら超遠JL､法 にて 分 離 さ れ る リ ボ 蛋白
で , そ の 密度 は , 1 .063< d < 1.2 10 g/最と 定義さ
れて い る8 の. さ らに
,
こ の 分 画 は 密度 1.063< d く
1.110g/mLの H D L2 , 1 .110 < d < 1.210g/mL
H D L3 の 亜分画 に 分類さ れ て い る61J. H D L は他 の リ
ボ 蛋 白 V L D L. D L等と 同様 , 脂質 ･ 蛋白複合体で あ
り . リ ン脂質 . 遊離型お よ び エ ス テ ル 型 コ レ ス テ ロ ー
ル . トリ グリ セ リ ド , ア ポ 蛋 白と呼ば れ る 蛋白質, お
よ び少量 の 糖質 より 構成さ れ て い る6 2】. そ の た め他 の
リ ボ 蛋 白と同様 . H D L は形態 , 構造 l 大き さ 等が不均
一 で , 構成す る各脂質 ･ 蛋白も連続的 に 変化したリ ボ
蛋 白 の 集合 と考 え ら れ る . こ の polydispe r sity.
hete r ogeneity が 従来の 超遠心故 に よ り分類され たリ
ボ 蛋白の 概念( すなわ ち V L D L, DL, HD L等)の みで
は , リ ボ 蛋白代謝の 本態を理解する に は不充分で ある
こ と を 示し , ま た リ ボ 蛋白代謝研究上 の 混乱 を招く原
因と な っ て い た . し か し , Ala upo vic ら はリ ボ蛋白
の 構造お よ び機能 を規定す る もの は 各リ ボ蛋白申の ア
ポ 蛋白で あ る と して , リ ボ 蛋白中の 各 ア ポ 蛋白を純化
し , そ の 機能面お よ び構造等 より . Apo A, B, C, D.
E, と 命名し た63J68J. 最近 , さ ら に HD L中より Apo F




類 の 論 理 性 は Apo A･Ⅰ が Ie cith in - Chole ste rol
a cyltr a n sfe r as e(LC AT) を活性化さ せ る機能70)
71協有
ラ ッ ト培養肝細胞 によ る H D L3 の 合成 767
し . Apo C-Ⅰ. C･ Ⅱが 1ipopr otein lipa s e(L P L)を 活
性化し
72 卜nJ
, 逆 に Apo C･ Ⅲ7 引, Apo E
791が L P L活性
を抑制する等多 く の 実験的事実 より 裏付 け ら れて い る .
その た め , リ ボ 蛋白代謝 の 研究に は Alaupo vic らの 提
唱するfa mily c o n c ept の概念に 基づ き進め ら れ る事
が望ま し い と 考え ら れ , 著者も こ の 考え 方に 基づ い て
実験を行 な い , 考察し た .
3) ラ ッ ト 培養肝細胞の H DL3 ま た は Apo A-Ⅰ の
合成 に つ い て
抗ラ ッ ト Apo A･Ⅰ血清と 20 時間成熟 ラ ッ ト肝細胞
を培養し た培養液と の 問 に 明瞭な免疫沈降線 が免疫電
気泳動法お よ び免疫拡散法 に よ り確認さ れ た .
ま た肝細胞を 20時間培養 した培養液か ら超遠心法
に て 分離し た Apo HDL3 を PAG Eに て 分析 し , 対 照
の ラ ッ ト血清 Apo H D L3 と 比較す ると . はぼ 移動度の
等し い H D L3 ペ ブ タ イ ド泳動帯( 主と し て Apo A･Ⅰ,
Apo C)が観察さ れ た .
以上の 結果か ら著者は成熟 ラ ッ トの 初代培養肝細胞
によ り H D L3 ま た は Apo A,Ⅰが 合成分泌 さ れ て い る
事を証 明し た .
H D Lの 合成 に つ い て は , Ma rsh お よ び161 Felke r
らが
-8】ラ ッ ト肝海流法を利用 し肝で の H D L合成 を報
告して い る . しか し , 彼ら に よる と 海流液中 に 分泌 さ
れた H D L中の ア ポ 蛋白の 組成 は血欒 HD L申 の ア ポ
蛋白 の 組成 と は 見 なり . Apo E が主 で む し ろ Apo
んⅠは極め て わず か で あ る と して い る . こ れ に 対し て ,
No el らの 同様の 肝海流実験 で 1 4c･Valin eの ア ポ 蛋 白
へ の 取 り込 み を 検討 し た 報告
7トで は , Apo A･Ⅰ へ の
取り込 みが Apo E へ の 取り込 み より多 い と 報告 し て
おりさ ら に 同様の 肝 海流 を利用 し . 放射 性 ア ミ ノ 酸の
Apo A -Ⅰお よび Apo E へ の 取 り込み に は殆 ど差が な
い とす る W indm u e11e rらの 報告等5J, 現在結論 の ～
致をみ て い ない . ま た , Nakaya ら は ブタ肝 海流実験
によ り ,海流液中の 密度 d >1.210g/mエ分画中に Apo
A･Ⅰが 多く 存在す る事 を報告し , ア ポ 蛋白の 分離 過 程
で 人工 的に 遊離し た可能性を示唆して い る9).
一 方 , 腸 管 に よ り合成さ れ た Apo A-Ⅰに 関し て もそ
の 存在 す る 分 画 が 主･に d く 1.0 06g/ m上 と す る
Im aiz umi らの 報告
80厄 対 して , 逆 に dニン 1 .063g/rnL
に存在す る とす る Glickm a nら の 対 立 す る 報告 が あ
る 抑
. こ れ ら の 腸 で 合成され る Apo A･Ⅰと , 肝 で 合成
され る Apo A-Ⅰと の 代謝関係や , 量 的関係 に つ い て は
現在ま っ たく 不明で あ る . ま た , H D L, V L D L中 の
Apo C に 関して は , 現在腸管で の 合成 は否定的で , む
しろ肝で 合成さ れ る と 考え られ て い る51. しか し , 肝 で
合成さ れた Apo C は V L D L と して 分泌さ れ る の か ,
H D L と して 分泌 され るの か , さ ら に 分泌さ れ た Apo
C が どの よ う に して 腸 管で V L D Lな い し Chylo mic･
r o n分画 に 組み込 まれ る の か不明な点 が 多い .
著者も . 肝 細胞培養液の Apo H D L, の PA G E分析
で , 明瞭な Apo C と 推定さ れる泳動帯右詰 め . 肝 で
Apo C が合成 され . H D L と して 肝 より合成分泌 され
る事を確認 した ･ し か し , 肝で 合成さ れ た H D L申 の
Apo C と Apo A ｣と の 量的関係 は泳動帯の 染色性 よ
り 推察して 相対的 に ラ ッ ト 血清 B D L3 の それ に 比 し て
Apo C が多 い と 考え られ た が , こ の 点 に つ い て は更 に
検討が必 要と 考え ら れ た .
4 )抗 ラ ッ ト H D L3 血清に つ い て
ラ ッ ト血清 H D L3 を家兎に 免疫 し 得 ら れ た 抗血清
は , 抗原 と して 用い た H D L3 の 蛋 白 は Apo A-Ⅰ, A･
Ⅱ . C-Ⅰ, C- Ⅲ , C- Ⅲ . D, E 等より 構成さ れ て い る
63 ト
叩 た め個 々 の ア ポ蛋白に対する抗体 を有 し て い る の
で は な い か と い う疑問が残 る . し か し , 今回使用し た
抗 ラ ッ ト H D L3 血清 は VL D L, L D L との 問に 免疫 反 応
が認 め られ ず , Apo王∋ に 対する抗体をもた な い こ と ,
Sephade x G-100 カラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分離 し
た peak I, Ⅲ に 含ま れ る Apo E. Apo A- Ⅲ , Apo D,
Apo C と の 問に 免疫反応 を示 さ な い こ と . pe ak Ⅱ
の Apo A･Ⅰ に 対し て の み 免疫沈降線が形成さ れ た事
実よ り , Apo A-Ⅰに 対す る特異的抗血清と考え られ
た .
リ ボ 蛋白中の ア ポ 蛋白は脂質に より 一 部覆わ れて お
り , ま た 抗原 と して の ア ポ 蛋白塵 に も差があ る た め .
抗原 と して 使用 し た HDL3 申の す べ て の ア ポ 蛋白に 対
.し て , 均等に 抗体が 産生され る わ けで は ない . ま た .
脱脂 した リ ボ 蛋白 (すな わち ァ ポ 蛋白) と . 無処理 の
リ ボ 蛋白を家兎 に 免疫 し た場合 , 産生さ れる 抗体 の 特
異性 に 差が あ る こ と も 報告821さ れて い る .
こ の 抗 ラ ッ ト H D L3 血清と濃縮 し た培養液と の 間 に
形成さ れ た沈降線と , 対照 の ラ ッ ト血清 H D L｡ と の 沈
降線 の 移動度 とが 一 致L なかっ た点 に つ い て は , 肝 細
胞 に より 合成 さ れた リ ボ 蛋白 A の 電気的荷電の 差 , い
い か え れ ば合成さ れ た リ ボ 蛋白の 構造な い し組成上の
差 の ため と考え られ た .
ラ ッ ト遊離肝 細胞を用 い83J, ま た . ニ ワ トリ の 肝 細胞
培養を用い て V L D Lの 合成を検討 し た 報告細 は あ る
が . 現在ま で , 培 養肝 細胞 を利用 し H D Lの 合成に つ い
て の 報告は著者の 成績 が最初の 報告で あ る . こ の よう
な培養肝細胞を利用し た リボ 蛋白代謝の 実験系は各種
の 薬物や ホ ル モ ン の 影響 を検討す る 上で 極め て 有利な
実験系と考え られ た .
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結 語
1. 初代成熟 ラ ッ ト肝細胞の 無血清培養液 を用い た
単層培養法 を確立 し , 形態学的お よび代謝学的 に検討
を加え た . 培 養24～ 4 8時 間迄 の 培養肝細胞 は グ ル コ
ー ス合成能 , ス テ ロ イ ドに よ る T A T誘導 , ア ル ブ ミ ン
合成等 の 特異的肝機能や細胞膜機能 を十分維持し て い
る事が確認 さ れ た ,
2 . ラ ッ ト肝細胞 によ る H D L3 な い し Apo A ･I の
合成が 確認さ れ た .
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A bs t r a ct
It is indic ated that the liv erplays animpo rtant r ole in lipopr otein m etabolis m.
Rece ntly the r elatio n ship betw ee nlow plas m a c o n ce ntratio n s of high den sity
lipopr otein(H D L)and c o ro n ary he art dise as eha sbee n repo rted･ T he pu rpo se of the
pr ese nt study w astoin v estigatelipopr otein synthesis･ eSpe Cially H D L3 0r Apo A
･I･u Sing
a prim a ry c ultu re syste m of r at liv erpare n chym al cells･ The c ellc ultu re syste m has
s ev e raladv a ntage s s u ch as cell ho m oge n eity and the po ssibility of lo nge rin c ubation
tha ntheliv e rperfu sio n syste mthathasbee n u s ed by otherin v estigato rs･
Is olatio n ofr atliv e rpar e n chym alcells w asperfo r m ed ac c o rding to the m ethod of
Be rry and Frie nd with s o m e modfic atio n s. Is olated hepato cytes (ap pr o xim ately 3･O
millio n s cells)in 2.5 ml ofser u mfr ee c ultu re m edia, HI/W O6/B A2 0 0 0, W e r ein o c ulatedin
tis s ue c ultu redishes. Thes edishes w er eplaced in ahu midifiedinc ubato r at37
Oc u nder
5 %C O2/9 5% air. Allpr o cedu resfo ris olatio n a nd c ultu r e ofliv er c ells w ere car ried o ut
u nder as eptic c o nditio n s.
Metabolic functio n s of c ultu r ed hepatocytes 2 4 ho u rs po stin o c ulatio n w e re
s u m m a rized asfollo w s: 1. Glu c o n e oge nesis fr o mlm M pyr u v ate a nd lOm M la catate
w as1 79.5 n m oles/m g ce11pr otein/ ho u r･ 2･ Inductio n of tyro sin e a minotr an sferase
a ctivity(TA T)bydex a m ethas o n e w as43.8 m U/m g cellpr otein ･ T his e n zym e activity
w as assayed by the m ethod of Spe n c er a nd Gelharte r･ 3･ To evalu atet he integrity of the
plas m a m e mbra n e, m e mbr an etr a n SpO rt Of n o n m etabolizable amin o acid w as studied･
T he distributio n r atio ｡f14C_ α - amin ois obutyric a cid(AIB) w as9.5, 4･ A l bu min synthesis
byliv erpar en chym alc ells w asl.5 6FLg/mg c ellpr otein/ ho u r･ Albu min w a s m e as u re
d
by qu antitative ele ctr oim m un o ass ay cc o rding to the La u rell
,
s m ethod･
And als o, m O rphologic ale x amin atio nby light a nd electr on micro s c ope show ed
that
integrity c ultu red cells w as m aintain edin s er u mfr ee c ultu re media, HI/ WO5
/B A2 0 0 0･at
lea st2 4 ho ur s after cell in o c ulatio n.
Rat H D L3(1.1 1 0< d< 1.21 0g/ml) w asis olated by s equ e ntial ultr a c entrifugation･
Anti- r at HD L3 Se r um WaS Prepa red byim m u nizing r abbits with r epe ated intraperi
to neal
injectio ns ofequ al v olu m es of ratH D L3 a ndFre u nd
,
s c o mplete adju v ant･ Anti
- r at HD L3
















ラ ッ ト培養肝細胞 に よ る H D L3 の 合成 773
1.006g/ml)and lo w de nsity lipopr otein (LDL2 : 1.O 19< d < 1.050 g/ml). Totally
delipidiz ed rat HDL3, Apo H D L3, W a S a n alyzed by c olu m n chro m atography of Sephade x
G-100in O.0 1 M Trisbuffe r, PH 8.O with 8 Mur ea. Apo HDL3 W a S SeParated into thre e
peaks, pe akI, Ⅱ a nd Ⅲ. Anti-rat HD L3 r e a Cted withpe ak II(m ainly c o ntainig Apo A･I)
a nd did n ot r ea ct with pe ak Ia nd peak Ⅲ w hich c o ntain ed Apo A- Ⅱ , C, D, a nd E.
Ther efore, this a nti- r atH DL3 hadthe m o n ospe cific a ntige n esity against Apo A-Ⅰ.
T he po oled c ultu rem edia in which r atliv erpar e nchym al cells w e r e c ultu red fo r2 0
ho ursw e r e C O n C e ntr ated ap pr o xim ately l Otim esby ultr afiltratio n. Single precipitin
linew as obse r v ed by im m u n odiffusio nandirn m u n O ele ctropho sis betwe en a nti-r at H D L3
se r u m(anti-r at Apo A-I) a nd c o n ce ntr ated cultu rem edia. H D L3 W a Sfractio n ated fr o m
PO Oled c ulture m edia by ultr ace ntrifugatio n. Total delipidized H DL3 fr actio ns w e re
a nalyzed by 7 %P A G Ewith8 Mu re a. Apo A -I a nd Apo C peptides w er e obse r ved o n
PA G E, a nd the P A G Epatter n of Apo HDL3 from c ultu re rnedia w as identical to the
patte r n ofrat s er u mApo H D L,.
T his c ultu r esyste m ofr atliv erpare n chym alc ells ca nbe utiliz ed fo rthe study of
ratlipopr otein s m etabolis m a nd pos sible r egulatio nby hor m o ne s a nd other age nts.
